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(57) Abstract: The invention relates to a method for serological diagnosis by means of indirect immunofluorescence, including the 
systematic control of the presence of rhumatoid factors and anti-nuclear antibodies in the serum of a patient, and the control of the 
presence and reactivity of the secondary detection antibodies anti IgM and anti IgG used. According to the invention, a plurality 
of corpuscular microbial antigens and control antigens comprising non-specific immunoglobulins IgG and IgM and nucleated cells 
are deposited by a robot and fixed on the solid support by means of physical adsorption. The invention also relates to a method for 
determining the immunisation status of an individual by dosing the specific IgG type antibodies of vaccine-associated antigens, for 
a plurality of vaccine-associated antigens, according to the inventive diagnostic method. 

(57) Abrege : La presente invention a pour objet une methode de diagnostic serologique par immunofluorescence indirecte, com- 
prenant le controle systematique de la presence de facteurs rhumatoi'des et d'anticorps antinucleaires dans un serum de patient, ainsi 
que le controle de la presence et reactivite des anticorps secondaires de detection anti IgM et anti IgG mis en oeuvre. Selon la pre- 
sente invention, une pluralite d'antigenes microbiens corpusculaires et d'antigenes de controle comprenant des immunoglobulines 
non specifiques IgG et IgM et des cellules nucleees, sont deposes par un robot et fixes par adsorption physique sur ledit support 
solide. La presente invention concerne egalement une methode de determination du statut vaccinal d'un individu par dosage des an- 
ticorps de type IgG specifiques d'antigenes vaccinaux et ce pour une pluralite d'antigenes vaccinaux, selon la methode de diagnostic 
selon la presente invention. 
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REVINDICATIONS MODIFIEES 

[revues par le Bureau international le 17 novembre 2005 (17.1 1.2005); 
revendications originales 1-34, revendications modifies 1-34] . 

+ DECLARATION 

REVENDICATIONS 

1. Methode de diagnostic serologique in vitro d'agent microbien 
par immunodetection dans laquelle on detecte la presence et, de 
preference, on dose la quantite d'immunoglobulines de patient des deux 
5 classes M et G ou seulement de la classe G specifiques d'un antigene 
microbien caracteristique dudit agent microbien, dans un echantillon de 
serum du patient a tester, par detection et quantification d'un complexe de 
reaction immunologique entre ledit antigene microbien a detecter et une 
dite immunoglobuline specifique de classe M pour le dosage d'IgM, et/ou 
10 respectivement une dite immunoglobuline specifique de classe G pour le 
dosage d'IgG, a Faide d'une premiere substance de detection et/ou 
respectivement seconde substance de detection constitute par un anticorps 
ne reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de l'espece du patient de 
classe M et/ou respectivement G, caracterisee en ce que : 

15 1/- on realise les etapes dans lesquelles : 

■ on met en contact ledit echantillon de serum a tester avec lesdites 
premiere et seconde substances de detection ou seulement ladite seconde 
substance de detection et au moins un support solide sur lequel ont ete 
fixes les antigenes suivants : 

20 - un premier antigene de controle constitue par une 

immunoglobuline non specifique de classe G de l'espece du patient, et 

- un deuxieme antigene de controle comprenant des complexes 
ADN/histones, et 

- le cas echeant, un troisieme antigene de controle constitue 
25 par une immunoglobuline non specifique de classe M de l'espece du 

patient; la presence dudit troisieme antigene de controle etant necessaire 
en cas de dosage d'IgM, et 

- au moins un dit antigene microbien, et 
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■ on realise une serie de controles comprenant: 

a- le controle de la reactivite de ladite deuxieme substance de 
detection en verifiant si ledit premier antigene de controle reagit avec 
ladite deuxieme substance de detection, et le cas echeant le controle de la 
5 presence de facteurs rhumatoides dans ledit echantillon de serum en 
verifiant si le premier antigene de controle reagit avec ledit echantillon de 
serum et ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM, 

b- le controle de la presence d'anticorps antinucleaires dans 
ledit echantillon de serum a tester en verifiant si ledit deuxieme antigene 
10 de controle reagit avec ledit echantillon de serum et la seconde substance 
de detection, 

c- le controle de la reactivite de ladite premiere substance de 
detection en verifiant si ledit troisieme antigene de controle reagit avec 
ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM, et 

15 d- le controle de la presence d'un serum humain dans 

l'echantillon a tester, et 

2/- on ne prend en compte le resultat dune reaction entre ledit 
antigene microbien, ledit echantillon de serum et une dite substance de 
detection que si le controle de la presence d'un serum humain est positif et 
20 si les conditions cumulatives suivantes sont reunies: 

a- ledit premier antigene de controle reagit avec ladite 
deuxieme substance de detection, 

b- ledit deuxieme antigene de controle ne reagit pas, et 

c- le cas echeant, $± ledit troisieme antigene de controle reagit 
25 avec ladite premiere substance de detection, en cas de dosage d'IgM. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que Ton 
utilise un unique support solide mis en contact avec le cas echeant 
simultanement desdites premiere et seconde substances de detection 
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comprenant un premier et respectivement un second element de marquage, 
le second element de marquage emettant un signal different du premier 
element de marquage, lesdites premiere et seconde substances de detection 
comprenant un premier et respectivement un second anticorps ne 
5 reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de Fespece du patient de 
classe M et respectivement de classe G. 

3. Methode selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
Ton controle que ledit echantillon teste contient bien un serum de Fespece 
du patient en detectant si des immunoglobulines de Fespece du patient 

10 reagissent avec un quatrieme antigene de controle contenant la proteine A 
d'une bacterie Staphylococcus aureus, de preference ledit quatrieme antigene 
etant une bacterie Staphylococcus entiere, en mettant en contact ledit 
echantillon avec un support solide sur lequel est fixe un dit quatrieme 
antigene de controle, en presence de ladite seconde substance de detection 

15 qui est un anticorps anti-immunoglobuline de Fespece du patient e-fr ne 
reagissant pas avec ledit quatrieme antigene de controle, le controle de la 
presence d'un serum est positif si ledit quatrieme antigene reagit avec ledit 
echantillon de serum et ladite seconde substance de detection. 

4. Methode selon Fune des revendications 1 a 3, caracterisee en 
20 ce que ladite seconde substance de detection, est une immunoglobuline 

animale, de preference une immunoglobuline de chevre ou de poulet. 

5. Methode selon Fune des revendications 1 a 4, caracterisee en 
ce que, le cas echeant, les deux dites premiere et seconde substances de 
detection sont des immunoglobulines de chevre ou de poulet, 

25 respectivement anti- IgM et anti- IgG. 

6. Methode selon Fune des revendications 1 a 5, caracterisee en 
ce que ledit deuxieme antigene de controle est constitue de cellules de 
fibroblastes humains non confluentes en suspension. 
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7. Methode selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en 
ce que lesdits antigenes de controle et antigenes microbiens sont fixes sur 
support solide par adsorption physique. 

8. Methode selon l'une des revendications 1 a 7, caracterisee en 
5 ce que ledit antigene microbien est un antigene corpusculaire constitue de 

microbe entier inactive ou une fraction de microbe. 

9. Methode de diagnostic serologique selon l'une des 
revendication 1 a 8, caracterisee en ce que ledit agent microbien est choisi 
parmi des micro-organismes comprenant une bacterie, un virus, un parasite 

10 ou un champignon. 

10. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 9, 
caracterisee en ce que ledit antigene microbien est une bacterie 
intracellulaire ou un virus. 

11. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 9 ou 
15 10, caracterisee en ce que ledit antigene microbien est choisi parmi les 

bacteries du genre Rickettsia, Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, 
Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, Borrelia, et Leptospira. 

12. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit antigene microbien est une bacterie responsable 

20 d'une endocardite. 

13. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 10, 
caracterisee en ce que ledit antigene microbien est un antigene viral choisi 
parmi les virus H.I.V., C.M.V. Epstein-Barr, Rougeole, Rubeole, virus des 
hepatites A et B. 

25 14. Methode selon l'une des revendications 1 a 13, caracterisee en 

ce que : 

- on detecte et on dose la quantite des immunoglobulines de patients 
des deux classes M et G specifiques d'un antigene microbien, 
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- au moins un dit antigene microbien et lesdits premier, deuxieme et 
troisieme et quatrieme antigenes de controle sont fixes sur un meme 
support solide et 

on utilise pour la detection des differents dits antigenes 
5 microbiens, les memes dites premiere et seconde substances de detection 
avec des elements de marquage differents, lesdites premiere et deuxieme 
substances de detection etant des immunoglobulines animates ne reagissant 
pas avec ledit quatrieme antigene. 

15. Methode selon la revendication 1 a 14, caracterisee en ce que 
10 Ton utilise comme support solide une lame de verre ou en plastique, un 

tube de titrage ou un puits d'une plaque de microtitrage en plastique. 

16. Methode selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisee en 
ce que Ton detecte et, le cas echeant, on quantifie la dose de dite 
immunoglobuline de Pespece du patient specifique du dit antigene 

15 microbien dans Techantillon a tester, et les reactions immunologiques entre 
lesdits antigenes de controle et lesdites substances de detection, par lecture 
automatisee a l'aide d'un appareil de lecture d'un signal fluorescent d'une 
substance fluorescente correspondant aux elements de marquage desdites 
substances de detection. 

20 17. Methode selon Tune des revendications 1 a 16, caracterisee en 

ce que ledit antigene microbien est un antigene vaccinal et ladite 
immunoglobuline specifique du dit agent vaccinal a detecter est une 
immunoglobuline de classe G. 

18. Methode selon la revendication 17, caracterisee en ce que l'on 
25 determine le statut vaccinal d'un individu par detection et quantification 
des anticorps seriques IgG specifiques d'antigenes vaccinaux d'une pluralite 
d'agents pathogenes du type bacteries, virus, champignons ou parasites, en 
realisant la detection, et de preference la quantification, d'un complexe de 
reactions immunologiques entre chaque dit antigene vaccinal et 
30 respectivement chaque dit anticorps specifique dudit antigene vaccinal, 
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eventuellement present dans un echantillon de serum humain a tester, 
comprenant: 

1- la mise en contact d'un seul et meme dit echantillon de serum a 
tester avec : 

5 - un meme support solide sur lequel est fixe une pluralite de dits 

antigenes vaccinaux correspondant a une pluralite d'agents pathogenes, et 
lesdits premier, deuxieme et de preference quatrieme antigenes de controle, 

- en presence d'au moins une dite seconde substance de detection 
reagissant avec au moins un dit anticorps specifique et ne reagissant pas 
10 avec l'un quelconque desdits antigenes vaccinaux, et 

2- au moins un dit controle de la reactivite de ladite deuxieme 
substance de detection a Taide d'un dit premier antigene de controle et un 
dit controle de la presence d'anticorps antinucleaires a Taide d'au moins un 
dit deuxieme antigene de controle, et le controle de la presence d'un serum 

15 humain dans ledit echantillon a tester. 

19. Methode selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'on 
detecte desdits anticorps specifiques du type immunoglobulines IgG et on 
met en oeuvre une dite deuxieme substance de detection qui est une 
immunoglobuline anti-IgG, constitute d'une immunoglobuline de chevre ou 

20 de poulet. 

20. Methode selon Tune des revendications 18 ou 19, caracterisee 
en ce que lesdits antigenes vaccinaux sont des antigenes des agents 
pathogenes choisis parmi les virus des oreillons, de la rubeole, de la 
rougeole, de la varicelle, de la poliomyelite, de la fievre jaune, de 

25 l'encephalite a tique, de l'hepatite A, de Thepatite B, et les bacteries de la 
coqueluche Bordetella pertussis, du tetanos et de la diphterie. 

21. Methode selon une des revendications 20 a 20, caracterisee en 
ce qu'on determine si la concentration de dit anticorps specifiques atteint 
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un seuil a partir duquel ledit anticorps specifique a une action protectrice 
protegeant contre la maladie determinee par le pathogene. 

22. Methode selon Tune des revendications 18 a 21, caracterisee 
en ce que l'on recueille un volume determine de sang total a l'aide d'un 

5 tube capillaire dans un flacon contenant un volume determine d'un tampon 
permettant l'elution du serum, le serum etant alors dilue a une 
concentration determinee, de preference de 1/100 a 1/20. 

23. Methode selon Tune des revendications 18 a 22, caracterisee 
en ce que, pour chaque detection et, le cas echeant, quantification d'un dit 

10 antigene vaccinal, on realise les mesures suivantes : 

1- une premiere mesure d'une premiere valeur representative de la 
quantite d'un premier element de marquage, ladite premiere valeur etant la 
valeur de l'intensite d'un signal emis par ledit premier element de marquage 
fluorescent, ledit premier element de marquage se fixant de maniere non 

15 specifique sur toute proteine dans la zone de depot dudit antigene vaccinal, 
et 

2- une deuxieme mesure d'une deuxieme valeur representative de la 
quantite d'un deuxieme element de marquage emettant un signal different 
dudit premier element de marquage, ladite deuxieme valeur etant la valeur 

20 de l'intensite du signal emis par ce deuxieme element de marquage 
fluorescent a une longueur d'onde d'excitation differente de celle dudit 
premier element de marquage fluorescent, ledit deuxieme element de 
marquage etant l'element de element de marquage de ladite seconde 
substance de detection dudit antigene vaccinal, dans la zone de depot dudit 

25 antigene, et 

3- on calcule le rapport desdites premiere et deuxieme valeurs, et 

4- on compare la valeur dudit rapport a celle d'un rapport de 
reference obtenu avec une collection de serums de reference positifs et 
negatifs, permettant ainsi par comparaison de determiner la necessite ou 
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non de vacciner la personne pour ledit antigene vaccinal selon la valeur du 
rapport desdites premiere et deuxieme valeurs. 

24. Trousse de diagnostic utile pour la mise en oeuvre d'une 
methode selon Tune des revendications 1 a 23, caracterisee en ce qu'elle 

5 comprend 

- au moins un dit support solide sur lequel sont fixes au moins un dit 
antigene microbien et le(s) dit(s) antigene(s) de controle, lesdits antigenes 
de controle comprenant au moins lesdits premier et deuxieme antigenes de 
controle et, le cas echeant, lesdits troisieme et quatrieme antigenes de 

10 controle, et 

- la (ou les) dite(s) substance(s) de detection et reactifs utiles pour la 
revelation des dits elements de element de marquage et le cas echeant 
desdits elements de marquage. 

25. Trousse selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'elle 
15 comprend : 

- un meme dit support solide sur lequel sont fixes par adsorption 
physique au moins un dit antigene corpusculaire et les dits antigenes de 
controle, et 

- l'une au moins d'une meme dite premiere ou deuxieme substance de 
20 detection pour detecter les differents antigenes microbiens. 

26. Trousse selon la revendication 24 ou 25, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un flacon comportant un volume determine d'un tampon 
d'elution pour le recueil d'un volume determine d'un echantillon de serum 
a tester. 

25 27. Methode de preparation d'un support solide sur lequel est fixe 

au moins un antigene choisi parmi un dit antigene microbien, de preference 
corpusculaire, un dit premier, un dit deuxieme, le cas echeant un dit 
troisieme, et un dit quatrieme antigenes de controle permettant une 
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detection par lecture automatisee a Taide d'une dite premiere et, le cas 
echeant, deuxieme substance de detection, utile dans une methode selon 
lune des revendications 1 a 23 ou une trousse selon l'une des 
revendications 24 a 26, caracterisee en ce que Ton depose de facon 
5 robotisee lesdits antigenes microbiens, de preference corpusculaires, et 
antigenes de controle avec un robot de depot comprenant de preference 
une seringue, lesdits antigenes corpusculaires etant de preference associes a 
un colorant, de preference encore un colorant fluorescent sous forme de 
suspension a une concentration permettant leur visualisation apres depot a 
10 l'aide dudit colorant, et permettant ainsi de verifier la fixation des dits 
antigenes sur ledit support solide. 

28. Methode selon la revendication 27, caracterisee en ce que Ton 
depose de facon robotisee un dit antigene microbien et, le cas echeant, un 
dit deuxieme antigene de controle et, le cas echeant, un dit quatrieme 

15 antigene de controle, sous forme de suspension de corpuscules de cellules 
non confluentes, virus entiers ou bacteries entieres ou fractions de cellules 
ou bacteries. 

29. Methode selon la revendication 28, caracterisee en ce que les 
antigenes de controle sous forme de suspension de cellules sont calibres a 

20 une concentration de 10 7 a 10 9 cellules/ml, lesdits antigenes de controle ou 
antigenes microbiens sous forme de suspensions de bacteries ou fractions 
de bacteries sont calibres a une concentration de 10 7 a 10 9 particules/ml et 
les suspensions de virus entiers a une concentration de 10 9 a 10 10 
particules/ ml. 

25 30. Methode selon Tune des revendications 28 ou 29, caracterisee 

en ce que Von depose lesdits antigenes de controle et microbiens 
corpusculaires en melange avec un liant proteique, stabilisant la fixation 
sur ledit support solide. 

31. Methode selon la revendication 30, caracterisee en ce que ledit 
30 liant proteique est choisi parmi du jaune d'oeufs, de la gelatine, de 



AMENDED SHEET (ARTICLE 13) 



WO 2005/064340 



55 



PCT/FR2004/003364 



l'albumine de serum de bovin ou une IgG polyclonale non humaine, de 
preference de chevre. 

32. Methode selon la revendication 31, caracterisee en ce que ledit 
antigene microbien corpusculaire est depose sur ledit support solide 

5 constitue dune lame de verre, en melange avec une immunoglobuline de 
type IgG polyclonale de chevre. 

33. Methode selon l'une des revendications 27 a 32, caracterisee 
en ce que Ton realise un lavage prealable dudit support dudit support 
solide avec une solution d'un melange ethanol/acetone, de preference a 50- 

10 50, puis on depose et on stabilise la fixation des dits antigenes par 
adsorption physique sur ledit support solide par un traitement avec de 
l'alcool, de preference methanol ou ethanol, alcool que Ton elimine 
ensuite et, de preference encore, on verifie la fixation desdits antigenes par 
coloration, de preference par un marquage fluorescent non specifique des 

15 proteines ou de TADN. 

34. Methode selon l'une des revendications 27 a 32, caracterisee 
en ce que Ton complete la fixation par adsorption physique des dits 
antigenes de controle et microbiens par un traitement de reticulation, de 
preference un traitement chimique par un agent bi-fonctionnel de 

20 couplage covalent. 
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Declaration selon l 1 article 19 



Les revendications 1, 2, 3, 6, 14, 16, 18, 22, 23, 24 et 27 ont ete modifiees de 
maniere a surmonter les objections de manque de clarte contenues dans 
I'opinion ecrite de I'Administration chargee de la recherche Internationale. 

La definition des premiers antigenes et troisiemes antigenes de controle a 
Tetape 1 de la revendication 1, a ete clarifiee. 

Le paragraphe 2/- de la revendication 1 a egalement ete clarifie. 

Le passage supprime, a savoir la phrase "etablissant I'absence d'anticorps 
nucleaire ... et le cas echeant de facteur rhumatoTdes" etait surabondant au vu 
des paragraphes a- et d-, du paragraphe 1/- et des conditions cumulatives a- a 
c- du paragraphe 2/-. 

Le support dans la description pour les modifications de la revendication 1, se 
trouve dans I'ensemble du contenu des pages 10, 11, jusqu'a la page 12, ligne 
6, ainsi que page 18, ligne 15 a la page 20, ligne 2. 

Dans les revendications 2 et suivantes, les limitations a certains modes preferes 
de realisation ont ete introduites ou les mentions des modes preferes 
supprimees. 

La revendication 24 a ete clarifiee concernant les antigenes de controle. 



